Universidad de La Salle

Ciencia Unisalle
Medicina Veterinaria

Facultad de Ciencias Agropecuarias

2011

Efecto del medio extensor y de las curvas de enfriamiento y
congelamiento en la célula espermática equina en caballos de la
sabana de Bogotá
Paula Ospitia Rodríguez
Universidad de La Salle, Bogotá

Alexandra González Caicedo
Universidad de La Salle, Bogotá

Follow this and additional works at: https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria
Part of the Large or Food Animal and Equine Medicine Commons

Citación recomendada
Ospitia Rodríguez, P., & González Caicedo, A. (2011). Efecto del medio extensor y de las curvas de
enfriamiento y congelamiento en la célula espermática equina en caballos de la sabana de Bogotá.
Retrieved from https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria/270

This Trabajo de grado - Pregrado is brought to you for free and open access by the Facultad de Ciencias
Agropecuarias at Ciencia Unisalle. It has been accepted for inclusion in Medicina Veterinaria by an authorized
administrator of Ciencia Unisalle. For more information, please contact ciencia@lasalle.edu.co.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Programa de Medicina Veterinaria

EFECTO DEL MEDIO EXTENSOR Y DE LAS CURVAS DE ENFRIAMIENTO Y
CONGELAMIENTO EN LA CÉLULA ESPERMÁTICA EQUINA EN CABALLOS DE LA
SABANA DE BOGOTÁ

Paula Ospitia Rodríguez
Alexandra González Caicedo

Bogotá D. C., Colombia
2011

UNIVERSIDAD DE LA SALLE

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Programa de Medicina Veterinaria

EFECTO DEL MEDIO EXTENSOR Y DE LAS CURVAS DE ENFRIAMIENTO Y
CONGELAMIENTO EN LA CÉLULA ESPERMÁTICA EQUINA EN CABALLOS DE LA
SABANA DE BOGOTÁ

Paula Ospitia Rodríguez
Código 14051097

Alexandra González Caicedo
Código 14051061

Director
Jair Pérez Osorio

Bogotá D. C., Colombia
2011

APROBACIÓN

DIRECTOR

_______________________________
Jair Pérez Osorio

JURADO

_______________________________
Germán Francisco Ramírez Forero

JURADO

_______________________________
Mario Fernando Roa Salgado

DIRECTIVOS

RECTOR

Hno. Carlos Gabriel Gómez Restrepo

VICERECTOR ACADÉMICO

Hno. Fabio Humberto Coronado Padilla

VICERECTOR DE PROMOCIÓN

Hno. Frank Leonardo Ramos Baquero

Y DESARROLLO HUMANO

VICERECTOR ADMINISTRATIVO

Dr. Eduardo Ángel Reyes

VICERECTOR DE INVESTIGACIÓN

Hno. Manuel Cancelado Jiménez

Y TRANSFERENCIA

DECANO DE LA FACULTAD DE

Dr. Luis Carlos Villamil Jiménez

CIENCIAS AGROPECUARIAS

DIRECTOR DE PROGRAMA
MEDICINA VETERINARIA

Dr. Juan Fernando Vela Jiménez

COMPROMISO

Los trabajos de grado no deben contener ideas qué sean contrarias a la doctrina católica
en asuntos de dogma y moral.
Ni la Universidad, ni el director, ni el jurado calificador son responsables de las ideas
expuestas por el graduando.

AGRADECIMIENTOS
De Paula Ospitia
A Dios gracias por permitirme llegar a este punto mirar hacia atrás y darme cuenta qué no
hubiera sido posible estar viviendo este momento sin personas a mi lado dispuestas a
sostener mi mano cuando intentaba caer, alegrarse al ver como seguía adelante, a secar
mis lágrimas cuando la frustración asomaba e impulsar mis metas y mis sueños hasta
estar más cerca de ellos.
Mi mamá, una mujer absolutamente incansable, agradezco el amor infinito qué siempre
acompaña sus acciones. Por ella se lo qué significa ser incondicional y ha sido por su
esfuerzo, dedicación y amor qué me convertí en la mujer qué soy. Mi papá, quién siguió
su corazón para amarme sin qué nada más importara, agradezco la sabiduría con la cual
guía el camino qué tengo por recorrer.
Carlo, quién desde el principio vivió esta experiencia conmigo. Ha sido testigo de
momentos buenos, otros qué no lo han sido tanto y de aquellos qué no ha podido ser
más que simplemente perfectos.
Agradezco al Doctor Jair Pérez quién confío en nosotras y apostó por este proyecto
llevándolo de nuestra mano hasta la realidad qué es hoy. Gracias.
También a mis amigos; Caro y Tefy quienes convirtieron momentos ordinarios en
instantes llenos de risas y recuerdos inolvidables. Joha, Neko y Diego, Gracias.
Alexa quien ha sido capaz de entenderme, soportarme y brindarme su confianza durante
este año y quien además ha sido un apoyo en cada una de las experiencias vividas
durante este tiempo. Gracias.
Finalmente a todos los qué estuvieron conmigo durante este proceso. Gracias.

AGRADECIMIENTOS
De Alexandra González
A mi Mama Gracias por todo lo que ha hecho y dejado de hacer por mí, sin ella no habría
llegado a este punto y por ella es que estoy aquí. Gracias.
A mi abuela y a Gloria, les agradezco por haber estado siempre ahí, en las buenas y en
las malas. Gracias por ser mi familia.
Si algo debo agradecer de todos estos años es, Luisk, Lina y Carlos Andres, ustedes
siempre fueron mis compañeros de aventura, aprendí (y sigo aprendiendo) mucho de
cada uno, se paso muy bueno con ustedes. Sé que nos volveremos a encontrar en la
vida y aunque por ahora nos separen grandes distancias siempre los recordare y siempre
estarán en mi corazón.
A el Doctor Jair, muchas muchas gracias, realmente no sé en qué punto del trabajo
estaríamos si no lo hubiéramos conocido. Gracias por brindarnos todo sus conocimientos,
realmente usted es un profesional en todo el sentido de la palabra.
A Paula por aguantarme y

estar este último año compartiendo conmigo todas las

experiencias que la práctica y este trabajo trajo consigo. Gracias por la confianza y por el
apoyo en todo.
A la universidad, los profesores, y cada uno de las personas que de alguna forma
tuvieron que ver con mi crecimiento personal y académico, Gracias.
Por último a Dios, sin él no habria nada…

TABLA DE COTENIDO
RESUMEN

xii

ABSTRACT

xiii

INTRODUCCIÓN

1

OBJETIVOS

3

Objetivo general

3

Objetivos específicos

3

1. MARCO TEÓRICO

4

1.1.

CRIOPRESERVACIÓN

4

1.2.

FACTORES QUÉ AFECTAN LA CÉLULA ESPERMÁTICA EN
LA CRIOPRESERVACIÓN

6

1.2.1. Shock térmico
1.2.2. Estrés osmótico y formación de cristales de hielo
1.2.3. Estrés oxidativo

6
7
8

1.3.

9

TÉCNICAS DE CONGELACIÓN DEL SEMEN EQUINO

1.3.1. Colecta del semen
1.3.2. Evaluación del semen
1.3.3. Centrifugación
1.3.4. Plasma seminal
1.3.5. Medios extensores
1.3.5.1.
Inra 82
1.3.6. Crioprotectores
1.3.7. Envase
1.3.8. Curvas de enfriamiento y congelamiento
1.3.9. Congelación del semen
1.3.10. Descongelación del semen

11
12
13
13
15
16
18
18
19
20

1.4.

20

EVALUACIÓN DEL SEMEN PARA EL ANÁLISIS ESTADÍSTICO

1.4.1. Morfología espermática
1.4.2. Test de termorresistencia
1.4.3. Test hiposmótico

21
21
22

2. MATERIALES Y MÉTODOS

23

2.1.

LOCALIZACIÓN

23

2.2.

POBLACIÓN Y MUESTRA

23

2.3.

VARIABLES

24

2.4.

ANALISIS ESTADÍSTICO

24

2.5.

MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS

24

2.5.1. Preparación de los medios extensores
2.5.1.1.
Inra 82 modificado + 5% Dimetilformamida
2.5.1.2.
Inra 82 modificado + 5% Glicerol
2.5.2. Colecta de semen
2.5.3. Procesamiento del semen pre congelación
2.5.3.1.
Motilidad espermática
2.5.3.2.
Vigor
2.5.3.3.
Concentración espermática
2.5.3.4.
Morfología espermática
2.5.4. Proceso de criopreservación del semen
2.5.4.1.
Centrifugación
2.5.4.2.
Curvas de enfriamiento y congelamiento
2.5.5. Descongelación del semen
2.5.6. Evaluación del semen
2.5.6.1.
Test de termorresistencia
2.5.6.2.
Test hiposmótico

24
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
29

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

31

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

41

5. LISTA DE REFERENCIAS

43

ANEXOS

49

LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Componentes del medio extensor INRA 82.

16

Tabla 2. Valores normales para los parámetros seminales según varios autores.

21

Tabla 3. Composición de la sustancia base de los medios extensores.

25

Tabla 4. Características del semen en fresco.

31

Tabla 5. Parámetros seminales después de la adición de INRA 82 modificado

32

y de los crioprotectores.
Tabla 6. Efecto de los parámetros espermáticos pos descongelación.

33

Tabla 7. Porcentaje de espermatozoides reactivos al HOST posdescongelamiento.

38

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Comparación del efecto de cada proceso de congelación sobre la
motilidad de la célula espermática equina.

33

Figura 2. Comparación del efecto de cada proceso de congelación sobre
el vigor de la célula espermática equina.

34

Figura 3. Viabilidad espermática de acuerdo al crioprotector
a través del tiempo.

35

Figura 4. Comparación de la morfología pre y pos congelación.

36

Figura 5. . Porcentaje de células reactivas al test hiposmótico.

38

RESUMEN
Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de dos crioprotectores en el medio de
congelación INRA 82 modificado con azúcares, asociados a las curvas de enfriamiento y
congelamiento sobre la célula espermática de caballos criollos colombianos. Un
eyaculado de seis caballos fue utilizado para evaluar los parámetros de motilidad, vigor,
morfología e integridad de membrana plasmática; cada eyaculado se dividió en dos
alícuotas iguales al azar con variaciones en la adición del crioprotector (DMF 5% o
Glicerol 5%) y se congelo siguiendo el mismo protocolo de criopreservación, con una
curva de enfriamiento de 5ºC durante 120 minutos y exposición a vapores de nitrógeno
durante 15 minutos antes de ser sumergido al nitrógeno líquido. La supervivencia
espermática se evalúo estimando la motilidad total, progresiva y el vigor espermático
mediante el test de termorresistencia, la morfología de las células se evalúo usando
tinción de eosina negrosina y la integridad de la membrana plasmática mediante el test
hiposmótico. Al evaluar el semen pos descongelación no se observó diferencia
significativa (p> 0.05) entre los dos crioprotectores respecto a los parámetros evaluados.
Los resultados nos permiten concluir que la utilización de un medio INRA 82 modificado
con azúcares que mejoran la fuente energética y la crioprotección extracelular asociado a
leche descremada con 2% de yema de huevo y a una curva de enfriamiento moderada de
120 minutos a 5ºC muestran efectos benéficos en los parámetros espermáticos en el
periodo pos descongelamiento de forma independiente al crioprotector utilizado en los
caballos criollos colombianos.

Palabras claves: Criopreservación, dimetil formamida, equino, glicerol, semen.

ABSTRACT
This study aims to assess the effect of two cryoprotectants in the freezing INRA 82
medium modified with sugars associated with the curves of cooling and freezing of the
sperm cell of Colombian criollo horses. A six-horse ejaculate was used to assess motility,
vigor, morphology and plasma membrane integrity, each ejaculate was divided in two
equal aliquots with varying random addition of cryoprotectant (5% DMF or glycerol
5%) frozen in the same cryopreservation protocol, with a cooling curve of 5 ° C for 120
minutes and exposure to nitrogen vapor for 15 minutes before being submerged by liquid
nitrogen. Sperm survival was assessed by estimating the total motility, progressive sperm
and vigor through the test of heat resistance, cell morphology was evaluated using
negrosina eosin staining and the integrity of the plasma membrane by hyposmotic test. In
assessing of the post-thaw semen there was no significant difference (p> 0.05) between
the two cryoprotectants respect to the parameters. The results allow us to conclude that
the use of INRA 82 modified with sugars that enhance the energy source and
cryoprotection extracellular associated with skim milk with 2% egg yolk and a moderate
cooling curve for 120 minutes at 5 ° C, shows beneficial effects in sperm parameters in
the post-thaw semen independently of the cryoprotectant used in Colombian criollo
horses.
Key words: Criopreservation, dimetilformamide, horse, glycerol, semen.

INTRODUCCIÓN
La calidad del semen es uno de los factores más importantes en el éxito de programas de
biotecnologías reproductivas, dentro de estos programas se encuentra la inseminación
artificial con semen congelado, la cual ha generado un gran impacto en la industria
equina colombiana. La criopreservación del semen permite conservar la viabilidad
espermática durante largos períodos de tiempo (Pérez, 2006), por esto son varias las
razones de su importancia, dentro de las cuales se incluyen el mantenimiento de la
diversidad genética en las poblaciones de animales domésticos sin verse afectado por
barreras internacionales de transporte, fácil

distribución de líneas “genéticamente

superiores” y el tratamiento de la infertilidad iatrogénica (Walters y Benson et al 2009).
La investigación sobre protocolos de criopreservación del semen equino ha crecido en las
últimas décadas gracias a la aceptación del semen congelado por parte de las grandes
asociaciones equinas, sin embargo constantemente se modifican estos protocolos para
obtener mejores resultados en supervivencia espermática y fertilidad del semen al
momento de descongelar (Stornelli MC y Tittarelli et al 2005), lo anterior debido a la alta
sensibilidad qué presenta la célula espermática equina al proceso de criopreservación
(Brinsko y Varner, 1992; citado por Neira y Ramírez et al 2007), por lo cual se ha
estimado qué solo el 30 – 40% de los sementales producen semen apto para este
proceso (Vidament y Daire et al 2002; Alvarenga y Papa et al, 2005). Los procedimientos
de congelación de semen se consideran todavía inadecuados teniendo en cuenta la gran
variación qué se encuentra entre individuos y aún entre eyaculados del mismo individuo
(Pérez y Mello et al 2008), por tal motivo se piensa en algún componente del plasma
seminal qué hace la congelación infructuosa, además de los cambios drásticos de
temperatura durante la refrigeración, congelamiento y descongelamiento del semen y los
cambios en la presión osmótica durante la preservación con los crioprotectores, lo cual
causa daños significativos en la membrana plasmática del espermatozoide (Arifiantini y
Purwantara et al 2010). Durante el proceso de congelación-descongelación se pierde

aproximadamente el 50% de la población inicial de espermatozoides debido a los efectos
de la criopreservación sobre las membranas, citoesqueleto, aparato motor y núcleo del
espermatozoide, creando pérdida de la membrana plasmática, la cromatina y alteraciones
morfológicas (Neild y Gadella et al 2003; Stornelli et al, 2005). Todos estos cambios se
ven reflejados en los resultados de la inseminación con bajas tasas de fertilidad en las
yeguas.
Según Palma y Brass (2001) “una variedad de protocolos está disponible para la
criopreservación de semen equino, sin embargo no hay estudios comparativos
controlados qué indiquen cual es la técnica más eficiente”. Por lo anterior se hace
necesario invertir en investigaciones qué aporten datos comparativos y controlados
acerca de los protocolos de criopreservación más utilizados en el medio equino
colombiano.
Este estudio evaluará el efecto de dos medios extensores para la criopreservación, los
cuales son Inra 82 modificado + 5% de Dimetilformamida e Inra 82 modificado + 5% de
Glicerol, además de las curvas de enfriamiento y congelamiento sobre la célula
espermática equina. Dentro de los parámetros qué se van a utilizar para evaluar la
calidad del semen se encuentran la motilidad, morfología e integridad de membrana.
La hipótesis es qué el protocolo realizado con Inra 82 modificado + 5% Dimetilformamida
puede mejorar y mantener buenas tasas de supervivencia, motilidad espermática y
habilidad funcional de la célula después del proceso de congelación – descongelación.

OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto del medio extensor y de las curvas de enfriamiento y congelamiento en
la célula espermática equina en caballos criollos de la sabana de Bogotá.

Objetivos Específicos
1. Conocer a fondo la técnica y los procesos qué se incluyen en la criopreservación de
semen equino.

2. Comparar de los crioprotectores dimetilformamida y glicerol de acuerdo a la viabilidad
qué presente la célula espermática equina pos descongelación.

3. Evaluar el efecto del medio extensor INRA 82 modificado con azúcares en los
parámetros espermáticos.

4. Determinar de la viabilidad espermática mediante el Test de Termorresistencia (TTR),
la morfología de la célula espermática (grado de alteración) y el Test Hiposmótico.

5. Evaluar de las curvas de enfriamiento y congelamiento en la célula espermática
equina.

1. MARCO TEÓRICO

1.1.

CRIOPRESERVACIÓN

El objetivo del proceso de criopreservación es el mantenimiento del metabolismo celular
en un estado de inactividad, lo que permite la preservación de células y tejidos durante
largos períodos (Pérez 2006). Este proceso se ha estudiado desde muchos años atrás y
aunque las referencias actuales de la criobiología y criopreservación de esperma se
remontan a los años 1600, no fue hasta el desarrollo de la inseminación artificial (IA) en
los tardíos 1950s y tempranos 1960s, cuando la industria lechera encontró necesarios
métodos de almacenamiento a largo plazo de esperma de toro, que la criopreservación
de semen se convirtió en un área de investigación científica importante (Walters et al
2009).
Desde el primer reporte hecho por Barker y Gandier en 1957, hasta la década del 80’, el
impacto de este método en los sistemas de producción de equinos fue muy leve en
occidente. Actualmente, se calcula que más de 10.000 yeguas son inseminadas
anualmente en Europa y más de 350.000 en China. Existen en la actualidad más de 20
protocolos para criopreservar semen equino, que utilizan diferentes

curvas térmicas,

diluyentes, envases, descongelación, etc. (Losinno y Aguilar. 2002).
Para tener éxito en la criopreservación de espermatozoides equinos, el semen debe
mezclarse con un diluyente seminal para eliminar el plasma seminal y que los
espermatozoides se concentren por centrifugación. El sedimento se resuspende en un
extensor de congelación con un crioprotector. Las tasas de enfriamiento y congelación
deben mantener los valores

adecuados

para mantener la viabilidad

de

los

espermatozoides después de la descongelación (Heitland et al, 1996; citado por Pérez
2006).

Un espermatozoide apropiadamente conservado debe ser capaz de producir un embrión
viable. El espermatozoide debe sobrevivir al ambiente uterino, ser transportado al
oviducto, mantenerse allí hasta que el ovocito llegue y estar preparado para penetrar el
ovocito. Para la mayoría de las especies, esto significa que el espermatozoide debe
someterse a la capacitación. El espermatozoide equino debe ser capaz de unirse al
epitelio oviductal durante su almacenamiento, liberarse cuando el óvulo llegue, ser mótil
durante la penetración del óvulo, ser capaz de someterse a una reacción de acrosoma
oportuna para liberar enzimas necesarias para llegar a la membrana celular del ovocito y,
finalmente, fusionarse con la membrana celular del ovocito antes de ser engullido (Crabo
2001).
La

criopreservación convencional ofrece numerosas

rutas

para

el

daño

reversible e irreversible de la célula espermática. Este proceso requiere la exposición del
espermatozoide a variaciones extremas de temperatura y osmolaridad. Cuando la
solución es enfriada por debajo del punto de congelación el agua se cristaliza en forma
de hielo, entonces los solutos disueltos en la fracción de agua líquida restante incrementa
la fuerza osmótica del espacio extracelular. Esto hace que la presión osmótica cambie en
la fracción no congelada lo que afecta a las células. En general se reconoce que la
duración de la exposición a tales eventos debe reducirse al mínimo para la supervivencia
celular, lo que implica que la velocidad de enfriamiento debe ser rápida. Sin embargo, la
velocidad de enfriamiento debe ser lo suficientemente lento para permitir que el agua deje
las células por ósmosis, previniendo la formación de hielo intracelular letal. Además, el
proceso de criopreservación induce cambios celulares que dan lugar a la peroxidación de
lípidos de membrana que se ha demostrado ser tanto beneficiosos como perjudiciales
para los espermatozoides (Meyers y Tablin et al 2003).

1.2.

FACTORES QUE AFECTAN LA CÉLULA ESPERMÁTICA EN LA
CRIOPRESERVACIÓN

1.2.1. Shock térmico
El enfriamiento del semen disminuye la actividad metabólica de los espermatozoides,
reduce el crecimiento bacteriano, y de esa manera, prolonga la viabilidad de los
espermatozoides (Katila, 1997; citado por Palma 2001). El shock térmico, en equinos, es
el conjunto de alteraciones que los espermatozoides sufren cuando son sometidos a un
enfriamiento rápido de 20°C a 5°C. Esas alteraciones están representadas por la pérdida
rápida de motilidad, la alteración del tipo de motilidad con un movimiento retrogrado y
circular, reducción del metabolismo, lesión del acrosoma y de la membrana plasmática,
acompañada de pérdida de los componentes intracelulares (Brass, 2001).
Las membranas de los espermatozoides están compuestas principalmente por una
cadena doble de fosfolípidos distribuidos aleatoriamente, en la cual se localizan
complejos proteicos. Cuando están inalterados, se encuentran en estado fluido, esencial
para su eficiente función. Con el enfriamiento, los lípidos sufren una transición a la fase
liquida cristalina y posteriormente a una de gel. Una vez que se encuentran en estado de
gel, los lípidos tienden a agregarse, formando microdominios en áreas aún fluidas. Estos
lípidos agregados no se integran comúnmente con las proteínas asociadas con otros
lípidos. Los bordes de estos microdominios se convierten en áreas más frágiles sujetas a
la fusión o ruptura, además de volverse más permeables a los iones (Hammerstedt y
Graham et al 1990). Según Brass (2001) cuando los espermatozoides están alterados,
los iones Na+ y Ca++ que entran en las células espermáticas son retirados por medio de
transporte activo. A 5°C la permeabilidad del Ca ++ crece significativamente superando la
capacidad de eliminación de los iones por medio de las bombas de Ca ++. Así, el Ca++ se
acumula en el espermatozoide alcanzando niveles tóxicos.

1.2.2. Estrés osmótico y formación de cristales de hielo
Otro problema que puede ser perjudicial para los espermatozoides, más allá del choque
térmico es la formación de grandes cristales de hielo intracelular. Esto ocurre si la curva
de congelación es muy rápida, no permitiendo la deshidratación progresiva de la célula
(Pérez 2006).
Mazur (1984) estableció que cada tipo celular posee una velocidad óptima de
congelación que garantiza su supervivencia luego de la criopreservación. Si la velocidad
de congelación es demasiado rápida o demasiado lenta el estrés producido por el
proceso de criopreservación aumenta. El estrés inducido por la formación de cristales de
hielo está asociado a los cambios en la presión osmótica de la fracción no congelada.
Cuando una solución es enfriada por debajo del punto de congelación los cristales de
hielo se nuclean y el agua pura cristaliza formando hielo. Los solutos permanecen
disueltos en la fracción de agua líquida y por lo tanto la presión osmótica de la solución
aumenta. La proporción de agua cristalizada como hielo y por lo tanto la presión osmótica
de la solución restante depende de: la temperatura, la velocidad de descenso de la
misma y el volumen de la fracción no congelada (Stornelli et al 2005).
La taza de congelación está directamente relacionada con la permeabilidad de la
membrana celular. Las células que tienen una mayor permeabilidad al agua requieren de
una mayor tasa de congelación para sobrevivir. Idealmente el hielo formado durante la
congelación conducirá a un aumento de la presión osmótica en el medio sin congelar,
que a su vez sacara más agua de la célula. La concentración de sales por lo tanto
aumentará tanto intra como extracelularmente mientras el agua se congela, y la
temperatura tiene que disminuir para proteger a las proteínas de la concentración de
sales. Por lo tanto, las tasas de congelación demasiado rápidas causa daños
estructurales por la formación de hielo intracelular, y las tasas de congelación demasiado
lentas causar daño a las proteínas debido a las sales. El daño a la mayoría de las células

se produce durante la congelación y el deshielo, por esta razón la descongelación del
semen en general debe hacerse muy rápido para disminuir la posibilidad de daños por el
crecimiento extracelular de cristales de hielo (Crabo 2001).

1.2.3. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo de los espermatozoides, se refiere al daño que pueden sufrir en la
integridad de sus componentes estructurales y fisiológicos; cuyo efecto está directamente
relacionado con la disminución de la sobrevivencia y capacidad fecundante después de
ser eyaculados. El oxígeno es necesario, pero puede ser tóxico (Villa, 2009). El estrés
oxidativo, es provocado por la formación de gran cantidad de especies reactivas al
oxígeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, las cuales se hacen presentes
durante el manejo y manipulación del eyaculado, comprometiendo la viabilidad de los
espermatozoides (Córdova y Ruiz et al. 2009). Las membranas de los espermatozoides
contienen alto porcentaje de ácidos grasos poli-insaturados y baja concentración de
enzimas protectoras de las formas tóxicas del O 2 (catalasas, dismutasas, peroxidasas y
glutation reductasas). Esta mala relación entre ácidos grasos insaturados y enzimas
protectoras convierte a los espermatozoides en células muy sensibles a las
peroxidaciones por ROS (Villa 2009). Las principales ROS que se conocen y que tienen
relación con la funcionalidad espermática son: anión superoxido (O 2-), Peroxido de
hidrógeno (H2O2, precursor de radical) y la mayoría de radicales hidroxilos (-OH); cuya
presencia en el ambiente espermático, se relaciona con el aumento de espermatozoides
muertos (Córdova et al 2009).
En el equino, el uso del semen almacenado en refrigeración se ha visto limitado debido a
la baja capacidad de fecundación. Una de las causas de la disminución en la fertilidad es
la peroxidación de los lípidos de la membrana de los espermatozoides, pues el alto
contenido de ácidos grasos poliinsaturados los hace sumamente susceptibles. Existe un

estrés asociado a la congelación causado por los cambios de temperatura a que los
espermatozoides son sometidos durante el proceso de enfriamiento, los efectos de los
componentes del medio y los mismos crioprotectores durante el proceso y, finalmente,
por los efectos de la descongelación. Los espermatozoides de equino generan ROS en
forma natural, pero esta generación aumenta con la congelación y descongelación. La
criopreservación somete al espermatozoide a un estrés oxidante y posible daño del ADN
(Membrillo y Cordova et al 2003).
La susceptibilidad al estrés oxidativo varía entre las especies, entre los individuos y
eyaculados, por lo tanto, la incidencia y severidad del daño oxidativo también varía.
Cuando el semen se manipula para su uso en inseminación artificial, se expone al
oxígeno, y varios pasos de su procesamiento pueden conducir a la producción de ROS y
la reducción de las defensas antioxidantes. El lavado y dilución, por ejemplo, puede
retirar o reducir la protección antioxidante proporcionada por el plasma seminal. Todos
estos factores pueden contribuir a aumentar el daño oxidativo a los espermatozoides en
el semen manipulado (Maia y Bicudo 2009).

1.3.

TÉCNICA DE CONGELAMIENTO DEL SEMEN EQUINO

1.3.1. Colecta de semen
Para colectar semen equino es necesario usar una vagina artificial, existen varios tipos de
vaginas artificiales equinas (AV), cada cual tiene sus ventajas y desventajas, por lo cual
la elección está en la persona qué la va a utilizar. Como ejemplo esta el modelo Missouri
que es liviana pero mantiene la temperatura por poco tiempo, el modelo Colorado que
mantiene la temperatura por un tiempo prolongado pero es pesada y rígida, el modelo
Hannover qué ofrece una buena fricción, la Polaca qué permite establecer las fracciones

del eyaculado lo cual aumenta la concentración espermática, el modelo Nishikawa o
Japonés con un diseño que minimiza el contacto del semen con los componentes de
caucho, pero qué aumenta el riesgo de contaminación con agua, el modelo CSU qué es
una versión modificada del modelo Colorado (Blanchard y Vaner et al, 2003), entre otros
modelos como el Cambridge (Palma, 2001). Es necesario realizar un proceso de
entrenamiento con el semental para qué aprenda a recibir la vagina, y elegir el modelo
que sea aceptable para el caballo y para la persona qué va a realizar el procedimiento,
además de mantener la viabilidad del semen durante la recolección (Vogelsang y Gibbs
2003). La vagina artificial debe ser preparada de la misma manera para cada colecta, la
temperatura y presión de la vagina artificial debe ser la misma cada vez.
Una vez que el equipamiento para la evaluación y manipulación del semen, la yegua en
celo o el maniquí preparado, la vagina artificial montada y con la temperatura adecuada
de 42° - 44°C, el padrillo puede ser conducido a la sala de recolección. La monta del
macho responde a una cadena de reflejos copulatorios los cuales son previos a la cópula,
tales como relinchos constantes, reflejo de flehmen, olfateo y lamido en las zonas
genitales de la yegua, mordisqueo suave en la crin, la erección aumenta con el guiño
vulvar y se monta cuando la yegua aparta la cola y deja el paso el libre, eliminando el
miedo al rechazo. Por ese motivo la recolección debe imitar la monta natural (Brass,
2001).
Según Pickett y Sullivan et al (1975a) dos eyaculados por día, dos días a la semana,
proporcionaría el máximo número de espermatozoides por unidad de tiempo, y sería una
frecuencia de eyaculación práctica para el almacenamiento a largo plazo de semen
equino. Una ventaja añadida de estas frecuencias de colecta seminal vs colecciones
diarias, es que un menor porcentaje de espermatozoides se pierden en los equipos de
colecta y gel. En la práctica del medio colombiano no se cumple este procedimiento pues
depende en gran medida de la demanda qué tenga el semental.

Sin embargo Jasko (1994) recomienda que para el proceso de congelación de semen en
el caballo sea necesario realizar una rutina de colecciones al día durante siete días para
conseguir un equilibrio de las reservas extragonadales y obtener así un parámetro más
cercano a la producción de esperma del semental (Pérez 2006).

1.3.2. Evaluación del semen
Una vez hecha la colecta y antes de la evaluación, la fracción de gel del semen tiene que
ser removida ya qué es espermatotóxico, lo cual ha sido reportado por varios autores
(Buell 1963, Rajamannan et al 1968, Nishikawa 1975; citados por Morel 2003), esta
fracción corresponde a la tercera parte del eyaculado y proviene de las vesículas
seminales. El análisis clásico comprende la evaluación de la concentración, número total
de espermatozoides en el eyaculado, motilidad y morfología. (Brass, 2001).
Para iniciar el proceso de congelación es necesario que las características del semen se
encuentran dentro de los parámetros mínimos necesarios para la especie equina, es
decir, la motilidad superior al 50% y una concentración más alta de 60 millones de
espermatozoides ml (Jasko, 1994). La motilidad espermática es clasificada en escala de
0 a 5, siendo cero muy pobre y 5 excelente. La motilidad debe ser estudiada
inmediatamente para obtener un adecuado resultado. Es fundamental mantener el semen
a una temperatura de 37ºC durante el procedimiento. El objetivo de estimar la motilidad
espermática es determinar la proporción motil de espermatozoides y la proporción de
espermatozoides progresivamente motiles (Sieme, 2008a). Puede ser analizada
visualmente o por un sistema de análisis de motilidad computarizado (Morel 2003).
El valor predictivo del análisis de semen en la evaluación de la fertilidad del semental se
ha investigado en numerosos estudios. Sin embargo, el examen de las relaciones entre la
calidad del esperma determinado por diferentes ensayos y la fertilidad del semental es a

menudo cuestionable debido al número limitado de machos y hembras examinadas y el
uso de diferentes valores de fertilidad. (Sieme 2008a).

1.3.3. Centrifugación
El método más utilizado para la separación del plasma seminal de la fase rica en
espermatozoides es la centrifugación. La misma permite la separación del plasma,
aumenta la concentración espermática y también ofrece un mayor control de la dilución
utilizada en el semen enfriado o congelado (Brass 2001). Sin embargo, la centrifugación
produce ciertos daños en la célula espermática. La centrifugación incrementa la
formación de radicales libres (ROS) en el semen. Además altos niveles de ROS son
asociados con daño en la membrana espermática a través de la peroxidación lipídica
espontanea, que puede alterar la función espermática (Shekarriz y Thomas 1995); para
reducir ese efecto se puede disminuir la fuerza centrifuga, acortar el tiempo de
centrifugación, usar diluyentes en la centrifugación y usar liquido isotónico denso sobre
los espermatozoides. (Pickett y Burwash et al 1975b y Martin et al 1970; Cochran et al
1984; citados por Brass 2001).
Sieme (2008a) propone que el semen debe ser diluido con un diluyente a base de un
diluyente modificado de leche descremada a una concentración final de 50 x 10 6
espermatozoides/ml. y centrifugado por 10 minutos a 600 gauss y a temperatura
ambiente. Después de la decantación del sobrenadante, los pellets de semen deben ser
suspendidos en un diluyente de leche descremada que contiene 2% de yema de huevo.
La proporción semen diluyente normalmente utilizada es de 1:1 o 1:2 (Palma 2001).

1.3.4. Plasma seminal
Se piensa que el plasma seminal contiene sustancias beneficiosas para el transporte
espermático y su supervivencia en el tracto reproductivo femenino. Sin embargo el
plasma seminal también contiene factores que disminuyen la motilidad espermática e
incrementa

la

muerte

espermática

durante

el

almacenamiento

del

semen.

Consecuentemente, el plasma seminal siempre es removido cuando el semen es
congelado (Akcay y Reilas et al 2006). Varios investigadores han reportado que la
prolongada exposición a altas concentraciones de plasma seminal es perjudicial para la
supervivencia espermática y por ello el semen es centrifugado o altamente diluido antes
del almacenamiento en frio. Sin embargo los investigadores generalmente se ponen de
acuerdo en que para optimizar la preservación de la motilidad espermática durante el
almacenaje en frio se requiere un pequeño porcentaje de plasma seminal (Pickett et al
1975a; Jasko et al 1990). De acuerdo con Palmer (1984) y Braun et al (1994); citado por
Brass (2001) la presencia de 0% a 10% de plasma seminal en el semen permite alcanzar
superiores resultados que los alcanzados de 20% a 50%.

1.3.5. Medios extensores
Numerosos medios extensores seminales han sido usados para diluir o almacenar semen
equino. La mayoría incluyen yema de huevo, leche, productos lácteos, o químicos para
regular la osmolaridad y/o el pH (Pickett 2005). En general, el uso de un medio extensor
incrementa la tasa de supervivencia de los espermatozoides fuera del padrillo y, con la
adición de antibióticos, reduce la contaminación bacteriana y los riesgos asociados a
transferencia de patógenos. Un medio extensor puede también incrementar la viabilidad
de los espermatozoides provenientes de un padrillo sub-fértil y protegerlos de las
condiciones desfavorables del ambiente externo. Además, el uso de un medio extensor
facilita el propósito de incrementar el número de yeguas servidas por eyaculado (Morel

1999).

Se necesita que un medio extensor para semen equino, prolongue la

supervivencia espermática, incremente la fertilidad, provea un medio para el tratamiento
antibiótico del semen y permita que sea usado un

volumen más conveniente,

particularmente cuando un número pequeño de espermatozoides es inseminado (Pickett
et al 1975b). Además también es necesario que el medio extensor:
1. Provea un medio con fuente de energía (normalmente un azúcar), una fuente de
proteína (casi siempre yema de huevo o leche), un apropiado balance de minerales y
protección para los espermatozoides para los cambios de temperatura (Morel 1999).
2. Sea isotónico con el plasma seminal (esto debería mantener una presión osmótica
compatible con el espermatozoide).
3. Contenga elementos capaces de estabilizar los sistemas enzimáticos.
Yema de huevo, leche y glicerol son los componentes más adicionados para la protección
de los espermatozoides frente al descenso de la temperatura. Las lipoproteínas
presentes en la leche y la yema de huevo protegen a los espermatozoides del shock
térmico. Substratos metabolizables como glucosa constituyen la fuente de energía para
las células espermáticas (Brinsko y Varner, 1992; citado por Brass 2001).
Los antibióticos son adicionados en forma rutinaria a los diluyentes para retardar o
eliminar el crecimiento bacteriano. Los antibióticos más empleados son la penicilina Gpotásica o sódica cristalina, la Gentamicina o Amikacina, la estreptomicina o penicilina Gpotásica cristalina (Brass 2001). Antibióticos como Gentamicina y Amikacina, son ácidos
en su naturaleza y pueden afectar el pH de los medios extensores. Estos requieren la
adición de un buffer, como el hidrogencarbonato de sodio o bicarbonato de sodio, para
tratar de contrarrestar el efecto ácido (Pickett et al 1975b).
La presión osmótica y pH del diluyente deben ajustarse para favorecer la sobrevivencia
espermática. La osmolaridad del plasma seminal es de 300mOsm/l aproximadamente.

Mantener la osmolaridad del diluyente próximo a la isotonicidad favorece la motilidad
espermática in vitro. La osmolaridad de los diluyentes a base de leche puede variar entre
300 y 400 mOsm/l. El pH de los diluyentes puede variar entre 6,7 y 7,2 sin afectar la
calidad espermática durante el almacenamiento (Brass 2001).
El semen debe ser mezclado con el diluyente de centrifugación pre calentado (37°C) 2 a
5 min después de la eyaculación. La relación semen: diluyente debe ser mínimo de 1:1.
Esta dilución va a depender de la concentración espermática inicial. La concentración
final del semen diluido de 25 a 50 x 106 espermatozoides/ml favorece la sobrevivencia
espermática in vitro (Varner y col., 1987. Citado por Brass 2001). ). Varios estudios se
han realizado para determinar la concentración final óptima. Se han utilizado
concentraciones finales que van desde 25 x 10 6 espermatozoides / ml a 400 x 106
espermatozoides/ml (Pérez 2006).

1.3.5.1.

INRA 82

El diluyente INRA 82 es comúnmente usado en Francia. Mantiene mejor la motilidad
sobre otros diluyentes qué también se usan de forma regular como el Kenney y el E – Z
Mixin (Ijaz y Ducharme, 1995; citado por Palma, 2001). Su composición se muestra en la
Tabla 1. El semen equino qué ha sido diluido con INRA 82 refrigerado a 5ºC durante 96
horas mantiene la motilidad total de de 56% (Palma, 2001).

Tabla 1. Componentes del medio extensor INRA 82.
Componentes

Cantidad

Glucosa
Lactosa

5 gr
300 mg

Rafinosa
30 mg
Citrato Trisódico Dihidratado
60 mg
Citrato de Potasio
82 mg
Hepes
952 mg
Penicilina
10 UI ml-1
Gentamicina
10 µg ml-1
Agua
100 ml
Leche Descremada UHT
100 ml
-1
Osmolaridad (mOsm kg )
326
Tomado de: Palma Gustavo (2001). Biotecnología de la reproducción. Pág. 542.

1.3.6. Crioprotectores
La primera preñez equina usando semen criopreservado en glicerol fue reportada en
1957, y el glicerol

aun es considerado el crioprotector óptimo para semen equino

(Chenier y Merkies et al 1998).
Un crioprotector es una sustancia requerida en la congelación de semen. El crioprotector
ideal tiene bajo peso molecular y baja toxicidad, y debe ser fácilmente diluido en agua
destilada (Arifiantini et al 2010). El glicerol es el crioprotector más comúnmente utilizado
para congelar el semen de caballo y tiene un efecto perjudicial sobre la fertilidad de
semen equino fresco y refrigerado. El efecto tóxico del glicerol en el esperma ha sido
reportado por muchos autores como Alvarenga (2002), Medeiros et al (2003) y revisado
por Fahy et al (1990); citado por Pérez (2008). La presencia de glicerol puede ser un
factor importante asociado a las variaciones en la capacidad para congelar y la fertilidad
del semen equino congelado (Alvarenga y Papa et al 2003). La toxicidad por glicerol
puede resultar en desnaturalización de las proteínas, alteración de las interacciones de
actina e inducción de ampollas de membrana libres de proteína. Otros efectos celulares

causados por el glicerol incluyen cambios en eventos citoplasmáticos, dados por la
viscosidad del glicerol intracelular, alteración de la polimerización de la tubulina,
alteración de la asociación de microtúbulos, efectos en el balance bioenergética y
alteración directa sobre la membrana de plasma y glicocalix. La toxicidad por glicerol es
en parte debida al estrés osmótico, ya que el glicerol permea la membrana celular más
lentamente que otros crioprotectores. (Alvarenga et al 2005).
Los crioprotectores son clasificados como penetrantes y no penetrantes de la membrana
plasmática. El glicerol es penetrante de membrana. Otro crioprotector usado en menor
escala es el DMSO (Chenier et al 1998). Los crioprotectores no penetrantes como la
lactosa y lipoproteínas de la yema de huevo, actúan solo en el compartimiento
extracelular. Los crioprotectores también pueden ser clasificados basándose en su básico
ingrediente; grupo alcohol (etilenglicol y alcohol) y amidas (metilformamida y
dimetilformamida), estas últimas utilizadas de forma rutinaria en semen de aves.
Cuando Keith (1998), comparo diferentes amidas como crioprotectores para semen
equino, observo que entre las amidas metilformamida y dimetilformamida resulto un mas
alto porcentaje de la motilidad, sin embargo la preservación del semen fue similar al
glicerol. Alvarenga et al (2000) comparo glicerol, DMSO, etilenglicol y dimetilformamida,
mostrando que en la mayoría de los padrillos la dimetilformamida fue superior para
preservar la motilidad espermática después de descongelar, especialmente para caballos
con pobre motilidad espermática (Citado por Alvarenga et al 2003). Medeiros et al (2002)
comparó varias amidas cuando congelaba semen equino y observó que las amidas
fueron superiores que el glicerol en su habilidad para preservar las células espermáticas
de daño por congelación.

1.3.7. Envase
Actualmente el semen es envasado generalmente en pajuelas con capacidad variable
entre 0.25 y 5.0 ml. (Brass 2001). El consenso general es de pajillas de 0.5 ml de
capacidad, porque proveen un congelado más uniforme. El número óptimo de
espermatozoides por empaque es controversial. Palmer (1984) reportó que las
concentraciones de espermatozoides mayores que 100 x 10 6 millon/espermatozoides/ml
fue perjudicial para los espermatozoides congelados-descongelados, mientras tanto dos
estudios más recientes indicaron que las concentraciones seminales arriba de 400 x 10 6 o
1600 x 106 millones/espermatozoides/ml fueron satisfactorios cuando las pajillas de 0.5
ml fueron usadas (Vagner 2000). En general lo qué más se utiliza en el medio es una
concentración de 100 x 106 millones de espermatozoides por ml.

1.3.8. Curvas de enfriamiento
El semen debe ser enfriado previo al proceso de congelación. Las tasas ideales de
enfriamiento del semen equino fueron demostradas por Varner et al (1988), quienes
observaron que las tasas de enfriamiento pueden afectar la capacidad de retención de la
motilidad. No obstante, el enfriamiento tiene poco o ningún efecto perjudicial sobre la
célula espermática si se utiliza un diluyente adecuado. La temperatura del semen puede
bajar de 37 a 20 ºC sin efectos adversos para la motilidad, pero temperaturas entre 19 y
8ºC son críticas para el espermatozoide equino; sin embargo, el enfriamiento puede
realizarse rápidamente de 8 a 5 ºC, en este intervalo la membrana espermática está en
una fase de transición del estado líquido cristalino al estado de gel, pudiendo ocurrir un
choque térmico caracterizado por pérdida de motilidad, fertilidad y movimiento circular
cerrado si no se toman las precauciones necesarias (Alvarenga y Leão, 2002). Ocurren
daños en la membrana plasmática, así como reducción del metabolismo de
carbohidratos, desbalance catio-iónico, pérdida del contenido intracelular como enzimas y

lípidos entre otros. Asimismo, el acrosoma parece ser esencialmente afectado por el
choque frío, pudiendo exhibir aumento de volumen o vesiculación (Canniso y Andrade et
al 2008).
Se tiene la experiencia de Fürst (2002), quien desarrolló un sistema de enfriamiento
artesanal donde se baja la temperatura del semen de 22 hasta 8 ºC durante 35 minutos (0.5 ºC/min), para luego ser dejado por 25 minutos en la nevera para la estabilización
previa al inicio del congelamiento. Este método ha sido utilizado para semen de caballos
de las razas Bretón y Mangalarga Marchador, con buenos resultados de fertilidad (Fürst
2006; citado por Canisso et al 2008.)

1.3.9. Congelación del semen
El semen envasado en pajillas puede ser congelado en el vapor de nitrógeno líquido o en
una congeladora programable. Posteriormente las pajillas con semen deben sumergirse
en nitrógeno líquido y ser transferidas a contenedores ad hoc. Cochran et al (1984) y
Cristanelli (1985), citados por Palma (2001) usaron una congeladora programable para
semen envasado en pajuelas de 0.5 ml con una curva de congelación de 10°C/min de
20°C a -15°C y de 25°C/min de -15°C a-120°C. Después de que las pajuelas alcanzaron 120°C, fueron colocadas en nitrógeno líquido. En la evaluación pos descongelación no se
observó diferencias significativas en la motilidad de los espermatozoides en comparación
con las pajillas congeladas en el vapor de nitrógeno. Otra curva de congelación,
frecuentemente recomendada para los aparatos de congelación programables, es
iniciando a 4°C y 10°C/min hasta –10°C, 20°C/min hasta -100°C y 60°C/min hasta -140°C
y posterior colocación en nitrógeno liquido. (Brass 2001). En la mayoría de los protocolos
disponibles en la actualidad se utiliza para la curva de congelación de una mayor
velocidad de congelación de -60 ° C / min y esto se logra mediante la exposición de las

pajuelas horizontalmente 3 cm por encima del vapor de nitrógeno (Amann y Pickett
1987).

1.3.10. Descongelación del semen
Las tasas de descongelación pueden ser manipuladas por varios factores, incluyendo la
naturaleza del ambiente (aire o baño de agua) y la temperatura, y la conductividad
térmica del empaque (especialmente el diámetro del lumen). El método más fácil
disponible para la descongelación de semen es poner la pajilla en un baño de agua
caliente. Según Morel (1999) la temperatura del agua de 4°C a 75°C ha sido usada
exitosamente. Brass (2001) postula qué pajillas de 0.5 ml de semen han sido
tradicionalmente descongeladas a 37°C durante 30 segundos, pero Cochran (1984)
obtuvo una motilidad muy buena al descongelar pajuelas de 0.5 ml en baño de maría de
75°C durante 7 seg, transfiriendo inmediatamente a otro baño a 37°C por más de 5 min.
Se debe tener especial cuidado en secar apropiadamente la pajilla antes de abrirla y así
evitar cualquier contacto del semen con el agua (Sieme, 2008b).

1.4.

EVALUACIÓN DEL SEMEN PARA EL ANÁLISIS ESTADÍSTICO

La recolección de los datos para un análisis estadístico debe realizarse por un profesional
con experiencia. Los parámetros a evaluar son motilidad espermática, total y progresiva,
morfología y viabilidad de la célula espermática y debe determinarse el rango normal de
acuerdo a los parámetros establecidos por los autores como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores normales para los parámetros seminales según varios autores.

Valores Seminales
Volumen total (ml)

Pickett y col.
1975
66

Autores
Dowset y
Klug 1982
Pattie 1982
63.6
45.3
75.6
16.8
178
304.5
7.2
21.6
72.1
63.1
35.6
69.5

Mattos y
col. 1989
60
250
12
50
25

Volumen sin gel (ml)
52
Volumen de gel (ml)
7
6
Concentración (10 /ml)
281
Nº total espermatozoides
15
Motilidad total (%)
73
Motilidad progresiva (%)
75
Espermatozoides vivos (%)
Espermatozoides sin
alteraciones morfológicas
55.6
50
(%)
Tomado de: Palma Gustavo (2001). Biotecnología de la reproducción. Pág. 532.

1.4.1. Morfología espermática
La morfología espermática se evalúa preservando una muestra de semen en formol
salino, según Barth y Oko en 1989. Se evalúan diferentes campos (100 células
espermáticas) en microscopia de contraste de fase en un aumento de 1000 veces según
Nie y Wenzel en 2001 (citado por Pérez, 2006).

1.4.2. Test de termorresistencia
El test de termorresistencia se realiza para determinar y evaluar el comportamiento de la
motilidad y el vigor de los espermatozoides a través de períodos de tiempo pos
descongelación. Este test se realiza poniendo el semen contenido de una pajilla
inmediatamente después de ser descongelada, en un tubo eppendorf y se incuba al baño
maría a 37º C. Se debe evaluar la muestra cada cierto intervalo de

tiempo. Las

características que se evalúan cada tiempo son: motilidad total, motilidad progresiva y
vigor. El tiempo será establecido por el investigador. Por ejemplo, Yamashiro y col. en el

2006 establecieron un intervalo de evaluación de una hora por tres horas después de la
incubación. Perez en el 2006, estableció intervalos de evaluación de cada media hora
hasta que la motilidad total de los espermatozoides llegara a 5% o menos.

1.4.3. Test hiposmótico (HOST)
El test hiposmótico, es una prueba que se realiza para evaluar la integridad de la
membrana espermática. Según Mansour (2009) esta prueba se realiza mesclando 100
microlitros de la muestra de semen en 1.0 ml de una solución de sucrosa a 100 mOsm
(1.712g de sucrosa disuelta en 50 ml de agua estéril des ionizada) previamente
calentada. La evaluación de semen se realiza poniendo una gota de esta mezcla en una
lámina porta objetos y ponerla bajo un microscopio a 100X. Un mínimo de 100 células
son evaluadas por lámina, y el porcentaje de ellas que muestren la típica anormalidad de
cola enroscada se cuentan como célula hinchada o HOS + (Samper, 2007).
Durante el HOST, debido al flujo de agua, los espermatozoides bioquímicamente activos
se hinchan y aumentan su volumen para establecer un equilibrio entre el fluido dentro de
la célula espermática y el fluido extracelular. Este aumento de volumen se asocia con la
expansión esférica de la membrana celular que cubre la cola, esto fuerza al flagelo a
enrollarse adentro de la membrana. El enrollamiento de la cola empieza en el extremo
distal de la cola y se dirige hacia la pieza media y cabeza de la célula, mientras la presión
osmótica del medio que las mantiene se va reduciendo (Juhász J et al, 2000)

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1.

LOCALIZACIÓN

El proyecto se llevó a cabo en criaderos de caballos de paso fino colombiano ubicados en
la sabana de Bogotá, en los municipios de Cajicá, Tabio, Tenjo y El Rosal
(Cundinamarca).

2.2.

POBLACIÓN Y MUESTRA

Se utilizaron seis sementales Criollos Colombianos de fertilidad probada, de edades
comprendidas entre 4 - 12 años, pertenecientes criaderos de la Sabana de Bogotá. Los
animales se alojan en pesebreras.

Cada pesebrera cuenta con un comedero y un

bebedero. Los animales se sacan a potrero un promedio de tres horas al día. La dieta de
los caballos es de media (1/2) a una (1) paca de heno al día, de acuerdo a su
desempeño. Concentrado 1 kg tres veces al día con 1 libra de avena.
Los animales fueron seleccionados de acuerdo a su desempeño reproductivo dentro de
los criaderos, su edad, condición física y facilidad de colecta. Después de la colecta se
realizó la evaluación de parámetros como la motilidad espermática total, la motilidad
progresiva, vigor, concentración y morfología, que se evaluó con los estándares
requeridos para la especie, de acuerdo con Palma (2001). El semen de los animales fue
colectado dos días previos a la colecta para estabilizar las reservas extra gonadales. Los
sementales se encuentran entrenados en el procedimiento de colecta de semen con
vagina artificial.

2.3.

VARIABLES

Las variables qué se analizaron en el estudio son: motilidad espermática, morfología
espermática, vigor espermático y viabilidad del espermatozoide.

2.4.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos cuantitativos fueron sometidos a un análisis de verificación de distribución
normal mediante la prueba Shapiro- Wills. Fue realizado un análisis de varianza
completamente al azar con un grado de significancia del 5% (p<0.05). Las medias fueron
comparadas por la prueba de Tukey. Los datos cualitativos (motilidad total, motilidad
progresiva y vigor) fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de KruskalWallis y mediante un análisis de regresión lineal simple para establecer la variación de la
motilidad espermática con relación al tiempo pos descongelación en función de los dos
diferentes crioprotectores evaluados (Dimetilformamida, Glicerol).

2.5.

MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS

2.5.1. Preparación de medios extensores
Se prepararon los medios extensores INRA 82 modificado con 5% de Dimetilformamida e
INRA 82 modificado con 5% de Glicerol.

Tabla 3. Composición de la sustancia base de los medios extensores.
Componentes

Cantidad

Glucosa Anhidra
Lactosa
Fructosa
Sucrosa o Sacarosa
Citrato de Sodio
Hepes
Penicilina G
Gentamicina
Agua Mili Q
Leche Descremada UHT
Yema de huevo

2.5.1.1.

20 gr
1.5 gr
5 gr
1.5 gr
0.5 gr
5 ml
50.000 UI
50 mg
431 ml
500 ml
20 l

INRA 82 modificado 5% Dimetilformamida

La preparación de 1L del medio extensor INRA 82 modificado + 5% de Dimetilformamida
(DMF) se realiza: En 100 ml de Agua Mili – Q se adicionan los azúcares y el tampón, la
solución debe ser constantemente homogenizada. Se adicionan 500 ml de leche y 331 ml
de Agua Mili – Q + la yema de huevo, los antibióticos y el Hepes. Posteriormente se
adicionan 49 ml del crioprotector DMF.

2.5.1.2.

INRA 82 modificado + 5% Glicerol

La preparación de 1L del medio extensor INRA 82 modificado + 5% de Dimetilformamida
(DMF) se realiza: En 100 ml de Agua Mili – Q se adicionan los azúcares y el tampón, la
solución debe ser constantemente homogenizada. Se adicionan 500 ml de leche y 331 ml
de Agua Mili – Q + la yema de huevo, los antibióticos y el Hepes. Posteriormente se
adicionan 49 ml del crioprotector Glicerol.

2.5.2. Colecta de semen
Dos días después de qué las reservas extra gonadales fueron agotadas se procedió a
realizar la colecta de semen para congelar. Para la colecta del semen se utilizó una
yegua en celo y una vagina artificial tipo Missouri. Previo a la monta se realizó un examen
y lavado del pene del padrillo con agua a 37ºC sin jabón ni desinfectantes. La hembra
debe estar sujetada correctamente y con la cola cubierta con una venda para evitar
lesiones en el pene. Cuando el macho logre la erección se le permite la monta a la yegua
y en ese momento se desvía el pene hacía la vagina artificial. En el momento qué la
eyaculación se haya llevado a cabo se retira la vagina. Posteriormente, el semen se filtra
y la porción libre del gel se evalúa por sus características físicas y el pH. El semen qué
será tenido en cuenta para el análisis corresponde a una colecta por animal.

2.5.3. Procesamiento del semen pre congelamiento
Inmediatamente después de la colecta, el semen fue filtrado para retirar la porción de gel
que contiene el eyaculado. La evaluación microscópica consiste en la determinación de la
motilidad total, la motilidad progresiva, el vigor y la concentración. Sólo se utilizaron para
la congelación los eyaculados que presenten motilidad igual o superior al 60% y una
concentración igual o superior a 50 millones de espermatozoides por ml (Jasko et al
1994).

2.5.3.1.

Motilidad espermática

Estos parámetros fueron analizados en microscopia óptica con un aumento de 400X,
utilizando 10 microlitros de semen colocados entre portaobjetos y cubreobjetos, esta
evaluación es realizada en microscopía óptica a una temperatura de 37°C.

La motilidad progresiva fue determinada por la evaluación del porcentaje de células
espermáticas que presenten movimiento circular abierto, en la evaluación de mínimo 6
campos visuales. Solamente serán seleccionados eyaculados para el proceso de
criopreservación que presenten motilidad espermática progresiva igual o superior a 60 %
(Pineda, 2002).

2.5.3.2.

Vigor

El vigor o el movimiento de los espermatozoides fue clasificado de cero (ausente) a cinco
(máximo).
La evaluación de los parámetros anteriormente nombrados fue realizada por un
profesional experimentado, en compañía del equipo de investigación de este proyecto.

2.5.3.3.

Concentración espermática

La concentración fue evaluada en la muestra de semen fresco y posteriormente al
proceso de la centrifugación, realizando una dilución en una solución de formol salina
tamponada en una proporción 1:100. Para el conteo de células fue utilizada la cámara de
Newbauer y realizada la lectura en microscopia óptica con aumento de 400 veces. No
fueron sometidos al proceso de criopreservación los eyaculados con una concentración
espermática inferior o menor que 50 millones de espermatozoides por ml (Jasko et al
1994).

2.5.3.4.

Morfología espermática

Se evaluaron muestras de semen fresco, colocándose una gota de semen suficiente para
turbiar la solución de formol salino tamponado (Barth y Oko, 1989). La evaluación fue

realizada en microscopia de contraste de fase y se consideraron mínimo 100 células, de
acuerdo al protocolo descrito por Nie y Wenzel (2001).

2.5.4. Proceso de criopreservación del semen
Después de haber realizado la dilución seminal, el semen se mantiene a temperatura
ambiente por diez minutos hasta que sea transportado del lugar de la colecta hasta el
laboratorio, el cual siempre estuvo ubicado en el mismo lugar de la colecta.

2.5.4.1.

Centrifugación

El semen fue fraccionado en tubos estériles Falcon de 14 ml y re suspendido en medio
extensor (INRA 82 modificado sin crioprotector), y fue sometido al proceso de
centrifugación a una velocidad de 3500 revoluciones por minuto (rpm), equivalente a 600
gauss en un periodo de tiempo de 12 minutos.

2.5.4.2.

Curvas de enfriamiento y congelamiento

El primer paso es llevar el semen a un estado de refrigeración, desde los 37ºC hasta los
5 ºC, a una tasa de 0,25 ºC/min (Pérez, 2006), intervalo en qué los espermatozoides son
sensibles al choque térmico. El semen fue envasado y se realizó esta refrigeración
durante 2 horas, posteriormente fue congelado exponiendo las pajillas durante 15
minutos a 4 cm (Vidament e Yvon et al 2001) por encima del nivel del nitrógeno (vapores
de nitrógeno) y pasado este tiempo se sumergieron en el nitrógeno líquido a una
temperatura de -196 ºC (Palma, 2001).

2.5.5. Descongelación del semen
La descongelación del semen se realizó sumergiendo las pajillas en agua a 52ºC durante
10 segundos e inmediatamente después se pasó a un baño maría a 37ºC durante 30
segundos (Pérez, 2006).

2.5.6. Evaluación del semen

Después de la descongelación del semen se realizó la evaluación de este, la cual se
realizó mediante análisis ciego, lo qué quiere decir qué no se tenía conocimiento sobre el
crioprotector valorado. Esta evaluación incluye los parámetros anteriormente nombrados
como la motilidad total, motilidad progresiva, vigor y morfología, además de la integridad
de la membrana espermática mediante el Test Hiposmótico (HOST). La motilidad y el
vigor se evaluaron mediante el Test de Termorresistencia. Estos parámetros fueron
analizados por un evaluador especialista en compañía del equipo de trabajo.
2.5.6.1.

Test de Termorresistencia (TTR)

Las muestras de semen fueron sometidas a un test de resistencia y duración de la
motilidad de los espermatozoides, inmediatamente después de la descongelación e
incubándolas posteriormente a 37ºC. Las evaluaciones de la motilidad total, progresiva y
vigor fueron realizadas a intervalos de tiempo correspondientes a 30 minutos hasta qué el
porcentaje de la motilidad disminuyo al 5% (Pérez, 2006).

2.5.6.2.

Test Hiposmótico (HOST)

La evaluación de la integridad funcional de la membrana plasmática de la cola de los
espermatozoides fue evaluada mediante el test hiposmótico, el cual consiste en la mezcla

de una gota de 100 microlitros de semen en un ml de solución de sacarosa a 100
mOsm/L, a una temperatura de 37°C. Posteriormente la muestra fue incubada en baño
maría por un periodo de treinta minutos, luego las muestras fueron fijadas en 0.5 ml de
solución de formol salino tamponado y se realizó la lectura en microscopia de luz con un
aumento de 1000 veces. Se contaron 100 células por campo contando las células que
tuvieran un enrollamiento en la cola como HOST +.

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Este estudio se basa en la comparación de dos crioprotectores permeantes como lo son
la dimetil formamida y el glicerol. Estudios anteriores han comparado el efecto de estos
dos crioprotectores sobre la célula espermática equina (Medeiros, 2002; Vidament, 2002;
Squires, 2004). Se ha demostrado qué la adición del 2% de dimetil formamida genera
una mejor motilidad espermática qué la adición del 1%, 3% y hasta 5% en caballos qué
son considerados buenos para la congelación (Vidament et al, 2002), pero según Gómez
et al (2002) citado por Pérez et al (2008), Medeiros et al (2002) y Squires et al (2004) se
demostró qué mayores concentraciones de dimetil formamida como 5% resultó en un
aumento de la motilidad pos descongelación. Alvarenga et al (2003) afirma qué esto se
refleja particularmente en caballos qué son considerados malos para la congelación. En
este estudio se utilizó la dimetil formamida al 5% ya qué a pesar de no ser reportado, las
características seminales del caballo Criollo Colombiano son consideradas inferiores a las
de otras razas, tanto en semen fresco como en el semen congelado (Mesa, 2010).
Los resultados del análisis de los eyaculados se muestran a continuación. En el semen
fresco se evaluaron características como volumen, pH, motilidad total, motilidad
progresiva, vigor y morfología. En la tabla 4 se muestran los datos respectivos a cada
caballo.
Tabla 4. Características del semen en fresco.

Semental
1
Volumen (ml)
35
pH (0-10)
7
Motilidad Total (%)
60
Motilidad Progresiva (%)
55
Vigor (0-5)
3
Morfología (%)
54
SD= Desviación Estándar

2
18
7
65
60
2
60

3
40
7
55
50
3
50

4
12
7
75
70
3
70

5
23
7
60
55
2
55

6 Media±SD
25,6±9,53
26
7
63±7,8
75
58±7,8
70
2,6±0,44
3
70 59,83±7,75

Los datos de las características seminales después de la adición del medio extensor
INRA 82 modificado sin crioprotector, y después de la adición de cada crioprotector se
muestran en la tabla 5, en dónde se observan todos los parámetros espermáticos por
caballo con su respectiva media y desviación estándar.
Tabla 5. Parámetros seminales después de la adición de INRA 82 modificado y de los
crioprotectores.

Semental

1

2

INRA 82 modificado sin crioprotector
Motilidad Total (%)
60
75
Motilidad Progresiva (%)
55
70
Vigor (1-5)
3
3

3

4

5

6

Media±SD

60
55
3

75
70
3

65
60
3

75
70
3

68,33±6,87
63,33±6,87
3±0

70
65
3

70
65
3

65
60
3

63,33±11
62±8,92
3±0

60
50
3

65
60
3

55
50
2

56±10,2
50±10
2,3±0,47

INRA 82 modificado + 5% Dimetilformamida
Motilidad Total (%)
40
70
65
Motilidad Progresiva (%)
45
75
60
Vigor (1-5)
3
3
3
INRA 82 modificado + 5% Glicerol
Motilidad Total (%)
35
55
Motilidad Progresiva (%)
30
50
Vigor (1-5)
2
2
SD= Desviación Estándar

65
60
2

Los parámetros evaluados en el semen fresco se compararon con los datos arrojados
después de la adición del INRA 82 sin crioprotector, de la adición de los crioprotectores y
del semen evaluado pos descongelación como se muestra en la tabla 5 y 6. Las células
se vieron afectadas con la adición de los crioprotectores y por la congelación, este declive
de los parámetros espermáticos no mostraron diferencias estadísticas, pero en las figuras
1 y 2 se puede observar la disminución de la motilidad y el vigor espermáticos de acuerdo
a cada proceso.

Tabla 6. Parámetros espermáticos pos descongelación.

Semental

1

2

3

INRA 82 + 5% DMF pos descongelación
Motilidad Total (%)
35
55
70
Motilidad Progresiva (%)
25
50
65
Vigor (1-5)
3
3
3
Morfología (%)
44
17
50
INRA82 + 5% Glicerol pos descongelación
Motilidad Total (%)
35
65
45
Motilidad Progresiva (%)
30
60
30
Vigor (1-5)
2
3
2
Morfología (%)
33
24
55

4

5

6

Media±SD

70
65
3
54

65
55
3
52

40
35
3
45

55,83±14
49,17±14,8
3±0
43,66±12,17

60
55
3
48

55
50
3
52

35
30
3
26

49,17±11,7
42,5±12,8
2,66±0,47
39,66±12,17

Figura 1. Comparación del efecto de cada proceso de congelación sobre la motilidad de
la célula espermática equina.
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Figura 2. Comparación del efecto de cada proceso de congelación sobre el vigor de la
célula espermática equina.
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Como se observa en las gráficas se presentó un incremento de los parámetros de
motilidad y vigor espermáticos a la adición del medio extensor INRA 82 sin crioprotector.
En el estudio se modifico la composición de este medio, sustituyendo la rafinosa por dos
azúcares, sucrosa y fructosa. Los azúcares monosacáridos como la glucosa y la fructosa
son la mayor fuente de energía para los espermatozoides (Arifiantini, 2010), generando
así un medio extensor con una fuente energética enriquecida. Wolders et al (1997)
demostró qué la sucrosa protege del daño celular por rápido enfriamiento, ya qué al ser
de un alto peso molecular sirve como crioprotector extracelular. Por estas propiedades
osmóticas y crioprotectoras, los azúcares han sido comúnmente usados como
crioprotectores no penetrantes combinándolos con crioprotectores penetrantes (Arifiantini,
2010). La adición de estos azúcares al medio extensor pudo ser benéfica sobre los
parámetros espermáticos, llevando a un mejor comportamiento de los mismos después
del descongelamiento del semen.

Se realizó además el test de termorresistencia (TTR) el cual evalúa la viabilidad de la
célula espermática con relación a los parámetros como motilidad y vigor después del
descongelamiento del semen. En la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis no se
encontró diferencia significativa entre los dos crioprotectores (p> 0.05). La figura 3
representa un análisis de regresión qué establece la variación de la motilidad espermática
con relación al tiempo de descongelación en función de los dos crioprotectores, dimetil
formamida y glicerol. En relación al vigor espermático no se observo diferencia
significativa (p> 0.05).
La motilidad espermática con la dimetil formamida se mantuvo ligeramente más alta
durante la evaluación en relación al glicerol, pero para ambos tratamientos la motilidad
decayó en el mismo intervalo de tiempo pos descongelación. Se ha reportado qué el uso
del glicerol como criopreservante del semen puede ser un factor involucrado en tasas
bajas de motilidad y vigor espermático (Alvarenga et al, 2005), sin embargo no se
observo una diferencia estadística significativa entre los dos tratamientos, como se
observa en la figura 3.
Figura 3. Viabilidad espermática de acuerdo al crioprotector a través del tiempo.
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La figura 3A muestra los porcentajes de motilidad progresiva pos descongelamiento a
través del tiempo y la figura 3B muestra el porcentaje de espermatozoides qué
presentaron cualquier tipo de movimiento a través del tiempo (ver valores de TTR en el
anexo).

La evaluación de la morfología se muestra en la figura 4, donde se observa la
comparación de las células qué presentaron una morfología normal en los diferentes
tiempos de evaluación. Se presentó un aumento de las células espermáticas anormales
después del proceso de congelación, como se ha reportado en otros estudios (Mesa,
2010).
Figura 4. Comparación de la morfología pre y pos congelación.
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En esta evaluación se observó un leve aumento de los defectos morfo estructurales en
los espermatozoides congelados con glicerol, pero sin mostrar una diferencia
estadísticamente significativa (Tabla 6 y Figura 4), los defectos morfológicos más
observados fueron cabezas piriformes, pieza intermediaria y tracto terminal enrollado.

Estos cambios pueden darse por la toxicidad del glicerol sobre el espermatozoide, la cual
resulta por la desnaturalización de las proteínas, alteraciones de las interacciones de la
actina y la inducción de ampollas de membrana libres de proteínas (Alvarenga et al,
2005). Hammerstedt y Graham (1992) reportan otros efectos celulares causados por el
glicerol, los cuales incluyen cambios en eventos citoplasmáticos, dados por la viscosidad
del glicerol intracelular, alteración de la polimerización de la tubulina, alteración de la
asociación de microtúbulos, efectos en el balance bioenergético y alteración directa sobre
la membrana de plasma y glicocalix (Alvarenga et al 2005). Estas alteraciones pueden
afectar los parámetros de motilidad y vigor espermáticos, pero cuando Keith (1998)
comparo diferentes amidas como crioprotectores para semen equino, observo que entre
las amidas metilformamida y dimetil formamida resulto un más alto porcentaje de la
motilidad, y sin embargo la preservación del semen fue similar al glicerol. Por lo cual a
pesar de la alta toxicidad reportada para el glicerol, este crioprotector puede generar
parámetros de motilidad, vigor y morfología más bajos pero cercanos a los alcanzados
por la dimetil formamida.

En cuanto al test hiposmótico (HOST), el porcentaje de espermatozoides reactivos al
HOST qué presentaron una membrana plasmática íntegra y funcional al minuto cero (0)
de ser evaluados fueron en media de 44.16% variando de 37% a 54% y al minuto 30 la
media fue de 45.16% variando de 23% a 59% para los espermatozoides criopreservados
con dimetil formamida. Los espermatozoides criopreservados con glicerol al ser
evaluados en el minuto cero (0) tuvieron una media de 48.16% variando de 34% a 64% y
al minuto 30 la media fue de 41.5% variando de 24% a 53%, dónde no se observo
diferencia significativa entre estos dos tratamientos (p> 0.05), como se observa en la
tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de espermatozoides reactivos al HOST pos descongelamiento.

Semental
T (min)

1
0

2
30

0

3
30

0

4
30

0

5
30

0

Media ± SD

6
30

0

30

41 29 37 58 54 49 44 53 49 59 40 23
36 24 45 39 34 52 53 52 57 53 64 29
SD= Desviación Estándar

DMF
Glicerol

0

30

44.16±5.75 45.16±4.05
48.16±10.88 41.5±11.70

La figura 5 muestra un incremento de células reactivas al HOST del glicerol respecto a la
dimetil formamida en el primer tiempo de evaluación y una caída dramática de células
reactivas en la segunda evaluación al minuto 30, siendo la dimetil formamida superior en
esta última evaluación. Este comportamiento puede deberse a la naturaleza del glicerol,
ya qué es una solución isosmótica de solutos polares qué puede provocar el
hinchamiento celular debido a su capacidad de arrastrar agua cuando atraviesan la
membrana celular alterando así el equilibrio de las presiones osmóticas internas y
externas (Hammerstedt et al (1990); citado por Rubio, 2009), lo cual puede generar un
mayor número de células hinchadas, pero esta alteración de equilibrio al transcurrir el
tiempo puede afectar mediante un shock osmótico la integridad de la célula generando
así el un mayor número de espermatozoides dañados qué no son reactivos a la prueba
hiposmótica.
Figura 5. Porcentaje de células reactivas al test hiposmótico.
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Los crioprotectores incorporados a los diluyentes producen un estrés transitorio pero
importante sobre la membrana plasmática de los espermatozoides, la magnitud de este
hecho está íntimamente relacionada con la capacidad penetrante de los crioprotectores
(Gao, 1993; citado por Stornelli et al, 2005). Ya qué las amidas tienen un peso molecular
bajo en comparación con el glicerol (Alvarenga et al, 2005), tienen una mayor facilidad
para atravesar la membrana espermática, lo cual puede resultar en un tiempo de
equilibrio más rápido entre la región intra y extra celular generando, en teoría, un daño
potencial más bajo de la célula a través del shock osmótico (Pérez, 2008). Pero a pesar
de qué el glicerol produce este estrés osmótico, se ha observado qué esa
hiperosmolaridad posee un efecto estimulador de la reacción acrosómica. (Stornelli et al,
2005), lo cual favorece la fertilización permitiendo qué el espermatozoide penetre en la
zona pelúcida y entre en el óvulo. Tal vez por este hecho se ha reportado qué el glicerol
presenta bajas tasas de motilidad pos descongelación frente a la dimetil formamida, pero
en su capacidad fecundante in vivo presenta buenas tasas de preñez, y por esta razón
sigue siendo utilizado en el medio equino.
La estabilización de la membrana durante el proceso de enfriamiento es también un
factor importante en el éxito de la criopreservación. Varner et al (1988) observó que las
tasas de enfriamiento pueden afectar la capacidad de retención de la motilidad. El uso de
tiempos de equilibrios largos como 145 minutos mejora la respuesta del semen equino al
proceso de criopreservación, evaluado para la motilidad progresiva, total, para vigor
espermático,

para

las

características

morfológicas

y

para

las

pruebas

de

termorresistencia y HOST (Fürst, 2006). La curva qué se utilizó fue de 120 minutos, por lo
cual los resultados de motilidad, vigor y HOST entre los dos crioprotectores utilizados no
difirió, ya qué Pérez (2006) afirma qué una estabilización de membrana induce a una
mejor motilidad progresiva y una mayor reactividad de la célula frente al HOST
independientemente de los crioprotectores utilizados. Además ha sido demostrado qué el
rápido enfriamiento en una tasa moderada antes del congelamiento en medios

extensores qué contengan leche descremada y 2% de yema de huevo resulta en un
incremento de la motilidad total y progresiva (Pérez, 2006). Por lo cual la asociación de
los azúcares al medio INRA 82 con una curva de enfriamiento moderada, pudo disminuir
los efectos tóxicos del glicerol haciendo qué sus parámetros fueran muy cercanos a los
alcanzados por la dimetil formamida.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
La utilización de un medio INRA 82 modificado con azúcares que mejoran la fuente
energética y la crioprotección extracelular asociado a leche descremada con 2% de yema
de huevo y a una curva de enfriamiento moderada de 120 minutos a 5ºC muestran
efectos benéficos en los parámetros espermáticos en el periodo pos descongelamiento
de forma independiente al crioprotector utilizado en los caballos criollos colombianos.
De acuerdo a la literatura revisada se recomienda el uso de la dimetil formamida debido a
la baja toxicidad qué presenta en la célula espermática en comparación con el glicerol.
Sin embargo es recomendable la adición de glicerol en bajas concentraciones en el
medio extensor ya qué se ha reportado qué favorece la fertilización mediante la
estimulación de la reacción acrosómica.
El proceso de criopreservación del semen ha demostrado ser una alternativa reproductiva
muy eficiente, pero tiene un efecto perjudicial sobre la célula espermática, por lo cual es
necesario continuar planteando protocolos qué apunten hacía la mejora de los
parámetros seminales.
Los parámetros seminales de los caballos criollos colombianos evaluados dejan un
campo de investigación abierto, ya qué a pesar de no haberse estudiando a fondo se
encontró qué sus características en fresco pueden ser viables para la inclusión de esta
raza en programas de biotecnologías reproductivas.
Estudios sobre la capacidad fecundante del semen criopreservado bajo los protocolos de
investigación sugeridos en este estudio deberían ser realizados, de esta forma se evalúa
su verdadera acción in vivo mediante la obtención de buenas tasas de fertilidad.

La inclusión de sistemas computarizados para el análisis del semen en investigaciones
futuras es muy importante, ya qué esto elimina el factor de subjetividad qué se ve
relacionado con el error humano.
Con este estudio el INRA 82 modificado se constituye como una buena alternativa para
preservar el semen del caballo criollo colombiano y mejorar sus características pre y pos
congelación.
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ANEXOS

Motilidad total, progresiva y vigor espermáticos obtenidos por TTR.

Semental

1

2

3

90 120 150 0 30 60
5
0
0 55 35 10
5
0
0 50 25 5
1
0
0
3 2 2

90 120 150 0 30
10 5
0 70 30
5
5
0 65 20
1
1
0
3 2

60
15
10
2

90 120 150
5
0
0
5
0
0
1
0
0

0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150 0 30
35 25 10 10 5
0 65 45 35 30 10
0 45 20
MT (%)
30 20 5 5
5
0 60 40 25 25 5
0 30 15
MP (%)
2
2 2 1
1
0
3 3 2 2
1
0
2 2
Vigor
T= Tiempo MT= Motilidad Total MP= Motilidad Progresiva

60
10
5
1

90 120 150
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Dimetilformamida
T (min)
MT (%)
MP (%)
Vigor

0
35
25
3

30
35
30
2

60
10
5
1

Glicerol
T (min)

Semental

4

5

6

90 120 150 0 30 60
10 0
0 65 30 10
5
0
0 55 25 5
1
0
0
3 2 2

90 120 150 0 30
5
0
0 40 65
5
0
0 35 60
1
0
0
3 3

60
35
30
2

90 120 150
10 5
0
5
5
0
2
1
0

0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150 0 30
60 35 25 10 0
0 55 15 5 0
0
0 35 10
MT (%)
55 25 20 5
0
0 50 5 5 0
0
0 30 5
MP (%)
3
2 2 1
0
0
3 1 1 0
0
0
3 2
Vigor
T= Tiempo MT= Motilidad Total MP= Motilidad Progresiva

60
0
0
0

90 120 150
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Dimetilformamida
T (min)
MT (%)
MP (%)
Vigor

0
70
65
3

30
40
35
3

60
30
20
2

Glicerol
T (min)

ARTICULO

